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Standardizacija protokola meritev L-laktata v posamezni celici 3T3-L1 
 
Povzetek  
L-laktat je pomemben metabolit, ki nastaja pri anaerobni in aerobni glikolizi ter ima 
ključno vlogo pri celični presnovi in signalizaciji. V celicah aktivira laktatne receptorje, 
med katere spada tudi GPR81; slednji je prisoten v astrocitih v možganskem tkivu. 
Raziskava, pri kateri so proučevali astrocite z izbitim genom za GPR81, je pokazala, da 
so v astrocitih poleg GPR81 prisotni tudi drugi, še neidentificirani laktatni receptorji. Za 
identifikacijo le-teh so potrebne nadaljnje študije, pri katerih bi preko nanosenzorjev 
FRET s fluorescenčno mikroskopijo merili spremembe citosolnega L-laktata v celicah v 
mirovanju ali po stimulaciji z zunajceličnim L-laktatom oz. ligandi Smart. Meritve s 
fluorescenčno mikroskopijo vključujejo osvetlitve celic, pri čemer je pomembno, 
kolikšna je intenziteta svetlobe ter kolikšni so ekspozicijski časi ekscitacije fluorescence. 
Predolga ekspozicija celic na svetlobi ter previsoka intenziteta svetlobe povzročata 
fototoksične učinke na celice, kar se pozna pri kvaliteti eksperimentov. Postopek meritve 
citosolnega L-laktata je zato potrebno standardizirati in določiti, ali ekspozicijski čas 
ekscitacije fluorescence, ki ga uporabljamo pri eksperimentih, signifikantno vpliva na 
odzive celic po stimulaciji z 20 mM zunajceličnim L-laktatom oz. ligandom Smart009 ali 
Smart075 v koncentracijah 1000 µM in 500 µM. Da bi določili, ali ta odvisnost obstaja, 
smo celice 3T3-L1 WT in 3T3-L1 KO19 transficirali z nanosenzorjem FRET Laconic, ki 
detektira L-laktat v fiziološkem obsegu, ter jih stimulirali z zunajceličnim L-laktatom oz. 
ligandoma Smart. Pri tem smo s fluorescenčnim mikroskopom zajemali slike pri različnih 
ekspozicijskih časih ekscitacije fluorescence ter ustvarili posnetke celic v realnem času. 
Iz analize posnetkov smo dobili spremembe v signalu FRET, ki kažejo spremenjeno 
citosolno koncentracijo L-laktata oz. t. i. odziv celice. Podatke o ekspozicijskih časih smo 
za posamezno celico združili s podatki o spremenjenem signalu FRET in združene 
podatke nato analizirali s testom linearne regresije. Pri statistični analizi so nas zanimali 
korelacijski faktor r, vrednost P in determinacijski koeficient r2. Rezultati kažejo, da 
spremembe v signalu FRET niso v nobenem primeru stimulacije statistično signifikantno 
odvisne od ekspozicijskega časa.  







Standardisation of protocol for measuring L-lactate in single cell 3T3-L1 
 
Abstract 
L-lactate is a cell metabolite, produced in the process of anaerobic and aerobic glycolysis 
and plays an important role as a fuel and a signal. It activates lactate receptors, including 
GPR81, which is present in astrocytes. A study with GPR81-knockout astrocytes showed, 
that there are other, yet unidentified, lactate receptors in addition to GPR81. Further 
studies are needed to identify these lactate receptors, which include studies of measuring 
changes in cytosolic L-lactate at rest or after stimulation with extracellular L-lactate or 
Smart ligands, agonists elevating cytosolic L-lactate. To measure cytosolic L-lactate we 
used Förster Resonance Energy Tranfer (FRET) nanosensors using fluorescence 
microscopy. Measurements by fluorescence microscopy involves illuminating the cells; 
in these experiments the intensity of light as well as the exposure time are crucial for the 
quality of the results. Long exposure time or too intense light can cause phototoxic effects 
on cells, which is evident in the quality of the experiments. The cytosolic L-lactate 
measurement protocol should therefore be standardized and it is necessary to determine 
whether the fluorescence excitation exposure time used in the experiments significantly 
affects cell responses after stimulation with 20 mM extracellular L-lactate and ligands 
Smart009 or Smart075 at concentrations of 1000 μM and 500 μM. To examine this 
particular correlation, we performed transfection of 3T3-L1 WT and 3T3-L1 KO19 cells 
with the FRET nanosensor Laconic, which detects L-lactate in physiological range, and 
stimulated cells with extracellular L-lactate or Smart ligands. The fluorescence 
microscope was used to capture images in real time at different exposure times of 
fluorescence excitation. The results revealed that changes in the FRET signal, which 
report changes in cytosolic concentration of L-lactate (i.e. cell response) are independent 
of the exposure time. This conclusion is based on the statistical analysis, where the 
correlation factor r, the P value and the coefficient of determination r2 were obtained. The 
results show that the changes in the FRET signal are in no case statistically significantly 
dependent on the exposure time. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
AC  adenilat ciklaza 
ANLSH hipoteza astrocitno-nevronske laktatne poti 
ATP  adenozin trifosfat 
cAMP  ciklični adenozin monfosfat 
CFP  modrozeleni fluorescenčni protein 
DMEM Dulbeccovo spremenjeno Eaglovo gojišče 
DMSO dimetilsulfoksid 
EDTA  etilen diamino-tetraocetna kislina 
FBS  plodov serum goveda  
FRET  prenos energije z resonanco fluorescence 
GPCR  z G-proteinom sklopljeni receptorj 
GPR81 z G-proteinom sklopljen receptor 81 
HEPES 4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etansulfonska kislina 
KO81  celice z izbitim genom za receptor GPR81 (ang. knock-out 81) 
Laconic nanosenzor za L-laktat (ang. LACtate Optical Nano Indicator from   
CECs) 
LB  Luria-Bertani 
LDH  laktat dehidrogenaza 
LldR    bakterijski transkripcijski regulatorni protein 
MCT  monokarboksilatni transporter 
mTFP   monomerni modrozeleni fluorescenčni protein 
pDNA  plazmidna DNA 
PLL  poli-L-lizin 
r  korelacijski koeficient 
r2  determinacijski koeficient  
ROS  reaktivne kisikove zvrsti  
Venus   izboljšana verzija rumenega fluorescenčnega proteina 
WT  divji tip celic 
YFP   rumeni fluorescenčni protein 
ZCR  zunajcelična raztopina 








1 Uvod  
Evkariontske celice, temeljne strukturne in funkcionalne enote večceličnih organizmov, 
potrebujejo za svoje delovanje zadostno količino energije v obliki ATP. Pri aerobnih 
pogojih nastane največ ATP v mitohondrijski prenašalni verigi v procesu celičnega 
dihanja [1]. Iz ene glukoze nastane 32−36 molekul ATP. Pri anaerobnih pogojih pa 
nastaneta iz glukoze, v procesu anaerobne glikolize, le 2 molekuli ATP. Pri tem procesu 
encim laktat dehidrogenaza (LDH) pretvori piruvat v L-laktat in sočasno oksidira NADH 
v NAD+. Pod aerobnimi pogoji lahko celice namesto procesa celičnega dihanja za 
pridobivanje ATP uporabijo tudi aerobno glikolizo, ki poteka ob normalnem parcialnem 
tlaku kisika. Slednja je značilna predvsem za astrocite oz. jo uporabljajo celice, ki izražajo 
gene za usmerjanje glukoze v aerobno glikolizo namesto v proces celičnega dihanja. Pri 
aerobni glikolizi se piruvat pretvori v L-laktat kljub prisotnosti kisika. Ta fenomen 
imenujemo tudi »Warburg efekt« [2]. 
L-laktat je za celice pomembna molekula, saj ima vlogo tako pri presnovi kot tudi pri 
signalizaciji [2]. V možganih nastaja večinoma iz glukoze ali glikogena in se prenaša iz 
astrocitov na nevrone. Astociti večinoma vršijo glikolizo, nevroni pa so večinoma 
oksidativni. S tem prenosom astrociti zadostijo energijskim potrebam nevronov in 
omogočijo signale, ki vplivajo na funkcije nevronov, npr. za tvorbo spomina [1,2]. L-
laktat tudi ščiti nevrone pri možganskih poškodbah; nastanek in sproščanje tega 
metabolita se zviša v primeru senzorne stimulacije, vadbe ali patofizioloških stanj [2]. 
Hipoteza astrocitno-nevronske laktatne poti (ANLSH) pravi, da je presnova nevronov 
odvisna od L-laktata, ki ga sproščajo astrociti preko transmembranskih 
monokarboksilatnih transporterjev 1 in 4 (MCT1 in MCT4), kationskih kanalov in 
paneksinov [1,3]. Aktivni nevroni sproščajo glutamat, ki ga astrociti privzemajo preko 
visokoafinitetnih od Na+ -odvisnih transporterjev, kar povzroči zvišanje ionov Na+ v 
citoplazmi astrocitov. Zvišana koncentracija ionov Na+ aktivira Na+/K+-ATPazo. Slednja 
stimulira glikolizo v astrocitih, pri čemer nastaja L-laktat, ki ga nevroni potrebujejo kot 
vir energije oz. kot signalno molekulo [4,5].  
L-laktat je tudi volumski prenašalec, saj prehaja daljše razdalje in s tem dosega receptorje, 
porazdeljene okrog mesta, kjer se L-laktat sprošča [6]. Volumska transmisija je način 
komunikacije med možganskimi celicami, volumski prenašalci pa so molekule, ki 
potujejo od začetne celice do relativno oddaljene tarčne celice z difuzijo, pri čemer je 
pomemben energijski gradient [7]. Glavna razlika med sinaptično transmisijo in 
volumsko transmisijo je v razdalji med izvorom in tarčo, ki je pri sinaptični transmisiji 
velikosti nekaj nanometrov, medtem ko pri volumski transmisiji prenašalci difundirajo v 
zunajceličnem prostoru na veliko večje razdalje. L-laktat kot volumski prenašalec 




povezuje aktivnosti nevronov, cerebralno energijsko presnovo in dostopnost energijskih 
substratov [8]. 
1.1 Laktatni receptor GPR81 
Signalizacija preko L-laktata lahko poteka preko različnih mehanizmov. Lahko poteka 
preko spremembe delovanja prostaglandinov, redoks regulacije ali aktivacije receptorskih 
proteinov, ki so občutljivi na L-laktat; tak protein je receptor GPR81 [2]. GPR81 
(poimenovan tudi HCA1, HCAR1) spada v družino z G-proteini sklopljenih receptorjev 
(GPCR), ki so pri evkariontih pomembni senzorji hranil in metabolitov [9]. Najbolj je 
izražen v adipoznem tkivu, v manjši stopnji pa tudi v jetrih, ledvicah, skeletnih mišicah 
ter možganih [10,8]. Skupaj z GPR109A in GPR109B sestavlja poddružino GPCR, ki jim 
je skupno to, da jih aktivirajo ligandi z hidroksikarboksilno kislino ter da so geni za vse 
tri kolokalizirani na istem kromosomu (12q24.31) [11,12]. L-laktat je agonist samo za 
GPR81, ne pa tudi za ostala dva receptorja iz te poddružine GPCR-jev [10].  
1.1.1 GPR81 v adipocitih 
GPR81 je bil prvotno odkrit v adipoznem tkivu, kjer je bogato izražen in ima vlogo pri 
spodbujanju skladiščenja energije v obliki maščob [8]. Inzulin po obroku stimulira 
privzem glukoze v adipocite in posledično se začne proces glikolize, pri katerem nastane 
L-laktat. Adipocite sproščajo L-laktat kot avtokrini signal. L-laktat deluje na GPR81, ki 
prek Gi inhibira adenilil ciklazo, kar povzroči znižanje citosolnega cAMP in posledično 
antilipolitični efekt. GPR81 naj bi imel podoben učinek tudi pri visoko intenzivni vadbi, 
kjer se zaradi zvišane glikogenolize in glikolize zviša nivo L-laktata, hkrati pa se zniža 
stopnja oksidacije maščobnih kislin [9]. Zvišanje L-laktata res sovpada z znižanjem 
porabe maščobnih kislin kot goriva za celično delo, vendar ta povezava še ni popolnoma 
dokazana.  
1.1.2 GPR81 v astrocitih 
GPR81 je pri sesalcih prisoten tudi v drugih tkivih poleg adipoznega; eno takšnih tkiv so 
možgani. V možganskem tkivu je GPR81 izražen v regijah cerebralnega korteksa, v 
hipokampusu ter malih možganih. Aktivirajo ga fiziološke koncentracije L-laktata oz. 
selektivni agonisti, lokaliziran je na plazmalemi ter na membrani znotrajceličnih 
vezikularnih organelov. GPR81 omogoča L-laktatu, da deluje kot volumski prenašalec in 
s tem sodeluje v nevrotransmisiji, nevrovaskularnem združevanju in možganski 
energijski presnovi [8]. 
V nasprotju z adipociti, pri katerih stimulacija z agonistom receptorja GPR81 zniža 
koncentracijo citosolnega cAMP, se v astrocitih po stimulaciji z zvišanim zunajceličnim 
L-laktatom in agonistom za L-laktatni receptor GPR81 Smart075, zviša koncentracija 
citosolnega cAMP in citosolnega L-laktata [13,2]. Ligand Smart075 zviša nivo 




citosolnega cAMP tudi v astrocitih z izbitim genom za GPR81 (knock-out GPR81 oz. 
KO81), kar kaže na to, da se po stimulaciji aktivira drug, še neidentificiran receptorski 
mehanizem. Z vezavo zunajceličnega L-laktata in agonistov za GPR81 na novi laktatni 
receptor (oz. manj verjetno na GPR81) se v astrocitih, najverjetneje preko proteina Gs, ki 
je sklopljen z laktatnim receptorjem, aktivira adenilil ciklaza in posledično se zviša 
cAMP. Zvišan cAMP olajša razgradnjo glikogena z aktivacijo glikogen fosforilaze in 
glikolizo, pri kateri je L-laktat končni produkt. Ta zanka je analogna avtokrini laktatni 
zanki pri adipocitih, le da je v primeru astrocitov obrnjena, saj je adenilil ciklaza 
aktivirana in ne inhibirana [2].  
  
Slika 1: Stimulacija receptorja GPR81 ima pri adipocitih drugačne učinke kot pri astrocitih. A: 
Avtokrina laktatna zanka adipocitov. Glukoza vstopa v adipocite, se v procesu glikolize pretvori v L-laktat, 
ki deluje avtokrino na GPR81. GPR81 je v adipocitih sklopljen z Gi-proteinom, ki zavira delovanje adenilil 
ciklaze in posledično se znižata koncentracija cAMP ter lipoliza. B: Laktatna zanka v astrocitih je obratna 
kot pri adipocitih. Še neidentificirani laktatni receptor je verjetno sklopljen z Gs-proteinom; slednji pospeši 
delovanje adenilil ciklaze in posledično se zvišata znotrajcelični koncentraciji cAMP in L-laktata. 
1.1.3 Selektivni agonisti GPR81 
Znani selektivni agonisti receptorja GPR81 so 3-hidroksibenzojska kislina in nekateri 
njeni derivati. Transmembranski heliks 3 receptorja GPR81 vsebuje ohranjen argininski 
ostanek, ki predstavlja mesto vezave določenega dela karboksilne kisline. Prisotnost 3-
hidroksilne skupine na benzojski kislini je pomembna za aktivacijo tega receptorja. 
Takšna agonista sta tudi Smart009 in Smart075 [14]. 




1.2 Meritve citosolnega L-laktata z metodo prenosa energije z 
resonanco fluorescence (FRET) in mikroskopijo v realnem času 
Prenos energije z resonanco fluorescence oz. Försterjev resonančni prenos energije 
(FRET) je fizikalni pojav, pri katerem fluorofor absorbira energijo in ta energija se nato 
prenese na drugo molekulo preko neradiacijske poti, t.j. preko intermolekularnih 
dolgosežnih dipol-dipol interakcij [15,16]. Da poteče resonančni prenos energije, morajo 
biti izpolnjeni trije pogoji [15,17]. Prvi pogoj veleva, da se emisijski spekter fluorofora 
(donorja) prekriva z absorbcijskim spektrom akceptorske molekule. Drugi pogoj pravi, 
da emisijski dipol donorja in absorpcijski dipol akceptorja ne smeta biti orientirana 
pravokotno eden na drugega. Tretji pogoj narekuje, da morata biti donor in akceptor na 
medsebojni razdalji največ 10 nm (100 Å). Pogosto uporabljeni donorski in akceptorski 
fluorofori izhajajo iz fluorescenčnih proteinov GFP. Spetroskopski značilnosti različnih 
proteinov GFP, ki jih upoštevamo pri izbiri donorjev in akceptorjev FRET, sta dovolj 
velika razlika med ekscitacijskima oz. emisijskima spektroma donorja in akceptorja ter 
vsaj 30 % prekrivanje emisijskega spektra donorja in ekscitacijskega spektra akceptorja 
[16].  
1.2.1 Nanosenzorji FRET 
FRET nanosenzorji so bili razviti z namenom natančnejšega merjenja sprememb 
koncentracije molekul v bioloških sistemih. Nanosenzorji FRET so fuzijski proteini, 
sestavljeni iz vezavnega dela za ligand, prepoznavnega elementa in fluorescenčnega para, 
v katerem imata fluorescenčna proteina prekrivajoča se spektra emisije in ekscitacije. 
Povečini se za fluorescenčna proteina uporablja modrozeleni fluorescenčni protein (CFP) 
in rumeni fluorescenčni protein (YFP). Vezava testne molekule na senzor FRET povzroči 
konformacijsko spremembo nanosenzorja, ki vpliva na razdaljo in/ali orientacijo med 
fluorescenčnima proteinoma, čemur sledi zvišanje ali znižanje signala FRET oz. razmerja 
med intenziteto fluorescence proteinov YFP in CFP [18]. 
Te metode so relativno neodvisne od volumske porazdelitve fluorescenčnih označevalcev 
[19]. Ob predpostavki, da je fluorescenčni protein v kompleksu z L-laktatom v razmerju 
1:1, lahko trdimo, da se koncentracija označevalca spreminja linearno glede na 
koncentracijo označene molekule. Avtofluorescenco celic izničimo tako, da odštevamo 
ozadje slike. Fluorescenco merimo pri dveh valovnih dolžinah in priredimo razmerje med 
intenzitetami fluorescence. Tako lahko določimo fiziološki parameter, ki ni odvisen od 
volumsko porazdeljene količine fluoroforov [19]. 
1.2.1.1 FRET nanosenzor Laconic 
Laconic je nanosenzor, ki je specifičen za L-laktat in ga detektira v fiziološkem obsegu. 
Učinkovit je za detekcijo aktivnosti L-laktatnih transporterjev in produkcije L-laktata 
[18]. Zgrajen je na osnovi bakterijskega transkripcijskega regulatornega proteina LldR, 




ki je sestavljen iz L-laktat-vezavne (regulatorne) domene in DNA-vezavne domene. Gen 
lldR je eden izmed treh sestavnih genov za transkripcijsko enoto operona lldPRD, ki je v 
E. coli odgovoren za aerobno presnovo L-laktata [20]. Regulator LldR spada v družino 
regulatorjev GntR, natančneje v poddružino FadR in ta poddružina vključuje regulatorne 
proteine, vključene v regulacijo piruvata, glukonata, glikolata in L-laktata. Na vsaki strani 
LldR je eden izmed dveh fluorescenčnih proteinov, ki sestavljata fluorescenčni par [18]. 
Ta dva proteina sta monomerni zelenomodri fluorescenčni protein (mTFP) in izboljšana 
oblika rumenega fluorescenčnega proteina (Venus); slednja v primerjavi s CFP in YFP 
oddajata višjo intenziteto fluorescence in sta manj občutljiva na pH [18,21]. Ko se L-
laktat veže na L-laktat-vezavno domeno, pride do konformacijske spremembe, ki poveča 
razdaljo med fluorescenčnima proteinoma mTFP in Venus, kar se kaže kot zvišano 
razmerje mTFP/Venus oz. kot zvišana emisija mTFP in znižana emisija Venus. To 
povzroči zvišanje oz. znižanje signala FRET (Venus/mTFP). S tem senzorjem lahko 
določimo koncentracijo L-laktata v obsegu koncentracij od 1 µM do 10 mM. Afiniteta 
nanosenzorja je v glavnem določena z lastnostmi prepoznavnega elementa (v tem primeru 
LldR) in ne z lastnostmi fluorescenčnih proteinov. Prednosti nanosenzorja Laconic so 
ugodna ločljivost, možnost relativno uspešnega izražanja nanosenzorja v celicah in vivo 
z uporabo transfekcije ali virusne transdukcije, možnost izražanja v znotrajceličnih 
organelih, za meritve ni potrebno uničiti vzorca ... Laconic ima tudi svoje omejitve, kot 
sta npr. občutljivost na pH v bazičnem območju, pri meritvah v matriksu mitohondrija 
lahko pride do interference s citratom itd. [18]  
 
Slika 2: Osnovna shema sestave nanosenzorja Laconic. mTFP se nahaja na N-koncu, Venus pa na C-
koncu proteina LldR. LldR je sestavljen iz laktat-vezavne domene in iz DNA-vezavne domene. 
1.2.2 Učinki ekspozicije celic na svetlobo, ki ekscitira fluorescenco 
Fluorescenčna mikroskopija je zelo uporabno orodje za raziskave tkiv, celic, celičnih 
organelov in makromolekularnih skupkov znotraj celice, vendar je zaradi visoke 
intenzivnosti vzbujevalne svetlobe ta metoda lahko za žive celice fototoksična. 
Vzbujevalna svetloba je nujna za ekscitacijo fluoroforov. Fototoksičnost v mikroskopiji 
je pojav, ki ga povzroča izpostavljenost fluorescenčno označenih celic na osvetljevanje z 
intenzivno svetlobo [22]. 




1.2.2.1 Izvor fototoksičnosti 
Fototoksičnost v fluorescenčni mikroskopiji izvira iz različnih virov, saj svetloba pri 
proučevanju živih celic vedno poveča tveganje za nastanek artefaktov. Organske 
molekule, kot npr. flavini in porfirini, ki so naravno prisotne v celicah, absorbirajo 
svetlobo v vidnem spektru in se razgradijo, ko reagirajo s kisikom. Ta proces sproži 
nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (superoksidni radikali, hidroksilni radikali, vodikov 
peroksid ...). Te zvrsti poškodujejo celice po različnih poteh [23]. Lahko direktno 
oksidirajo DNA in potencialno povzročajo mutacije ali pa oksidirajo proteine in 
nenasičene maščobne kisline v lipidih in jih naredijo nefunkcionalne; lahko tudi motijo 
redoks homeostazo. Pretiran nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti, ki je odvisen od 
intenzitete svetlobe, s katero vzbujamo fluorescenco, oksidira kofaktorje encimov oz. 
globalno spremeni redoks stanje v citoplazmi in mitohondriju [24]. 
Dodaten vir reaktivnih kisikovih zvrsti so fluorofori, v celice jih vnesemo kot označevalce 
[24]. Pri fluorescenčni mikroskopiji s svetlobo določene valovne dolžine vzbudimo 
fluorofor, ki preide iz osnovnega stanja v vzbujeno singletno stanje molekule. V 
vzbujenem singletnem stanju se fluorofor lahko vrne na osnovno stanje, pri čemer odda 
foton, lahko pa preide v tripletno stanje. Fluorofori so v tripletnem stanju ekstremno 
reaktivni do molekul v okolici. Tvorijo lahko singlet kisika, kar vodi v nastanek reaktivnih 
kisikovih zvrsti, zaradi česar nastanejo poškodbe celičnih komponent. Poleg tega lahko 
kisik razgradi vzbujene fluorofore, kar povzroči, da fluorofor ne fluorescira več in se tako 
zniža fluorescenca oz. signal. Ta proces imenujemo fotobledenje. Med fotobledenjem 
fluoroforov prav tako nastanejo reaktivne kisikove zvrsti, zato sta fotobledenje in 
fototoksičnost med sabo povezana [25].  
Fluorescenčni proteini v glavnem niso fototoksični za celico, saj so fluorofori lokalizirani 
globoko znotraj polipeptidne ovojnice, razen če so prisotni v previsokih koncentracijah 
ali če so prekomerno izraženi [24,26]. Celice, transficirane z nanosenzorjem, so namreč 
lahko različne. Nekatere sploh ne privzamejo nanosenzorja (torej niso transficirane), 
nekatere izražajo nanosenzor v zelo šibki meri, nekatere pa prekomerno izražajo 
nanosenzor in v tem primeru so nanosenzorji za celico toksični [24]. 
1.2.2.2 Omejitev fototoksičnosti 
Poškodbe zaradi prostih radikalov so lahko le omejene, ne morejo pa biti popolnoma 
preprečene. Zdrave celice imajo razvitih mnogo poti za detoksifikacijo reaktivnih 
kisikovih zvrsti in so naravno prisotne v celicah. To vključuje endogene antioksidante in 
odstranjevalce reaktivnih kisikovih zvrsti (ang. scavenger ROS). Najpogostejši endogeni 
odstranjevalci reaktivnih kisikovih zvrsti so glutation, askorbinska kislina, tokoferol ... 
Te majhne molekule so pogosto povezane z encimskimi antioksidanti, najpogosteje s 
superoksid dismutazo, glutation peroksidazo in katalazo. Ta sistem odstranjevanja 
reaktivnih kisikovih zvrsti lahko do neke mere izničuje fototoksične učinke, vendar ima 
omejeno kapaciteto [24]. 




Za fototoksičnost sta ključni intenziteta svetlobe ter čas osvetljevanja vzorca. 
Osvetljevanje vzorcev s krajšimi ekspozicijskimi časi in višjo intenziteto ustvari več 
poškodb celic kot daljša ekspozicija ter nižja intenziteta, saj nižja stopnja fotonov 
omogoči odstranjevalcem prostih radikalov, da se regenerirajo in odstranjujejo reaktivne 
kisikove zvrsti [24]. 
1.2.2.3 Določevanje fototoksičnosti 
Obstajajo različni načini za kvantifikacijo fototoksičnih sprememb celic, nastalih zaradi 
osvetljevanja z intenzivno svetlobo [27]. Metode lahko vključujejo opazovanje sprememb 
morfologije celic, teste viabilnosti celic, dinamiko nekaterih ionov v vzbujenih celicah ... 
S temi metodami lahko določimo pražne vrednosti, pri katerih svetloba škoduje celicam 
tako, da presega zmogljivost celičnih mehanizmov, ki odstranjujejo posledice 
svetlobnega delovanja. Fototoksične efekte najpogosteje zaznamo z opazovanjem 
morfologije celic in indikatorjev fototoksičnosti, kot so npr. pojav vakuol, fragmentacija 
jedra, tvorba apoptotskih telesc, nastanek agregatov fluorescenčnega proteina ... Težava 
je v tem, da so celice pogosto prizadete veliko pred pojavom očitnih morfoloških znakov 
(spremeni se kinetika celičnih in razvojih procesov), zato morfologija ni zanesljiv 
pokazatelj fototoksičnosti [24].  





2 Namen dela  
Fluorescenčna mikroskopija je zelo uporabna metoda za raziskovanje delovanja celic, 
vendar visoka intenzivnost svetlobe, s katero osvetljujemo celice, povzroča fototoksične 
učinke. Kako različni ekspozicijski časi ekscitacije fluorescence vplivajo na odziv celic 
po stimulaciji z L-laktatom ali z ligandi Smart, je potrebno preučiti in določiti optimalne 
pogoje, pri katerih se lahko potem izvede širša študija. 
Na posamezni celici linije 3T3-L1, ki bodo izražale nanosenzor FRET Laconic, bomo s 
kvantitativno fluorescenčno mikroskopijo merili citosolno koncentracijo L-laktata. Slike 
celic bomo zajemali pri različnih ekspozicijskih časih in isti intenziteti svetlobe za 
vzbujanje fluorescence. S tem bomo optimizirali pogoje za nadaljnje meritve. Na eni 
strani prenizka intenziteta svetlobe vzbujanja fluorescence in prekratki časi onemogočajo 
meritve, na drugi strani pa previsoka intenziteta svetlobnega vzbujanja fluorescence in 
predolga ekspozicija škodujeta celicam in poslabšata kvaliteto eksperimentov. Naloga je 
ugotoviti optimalne ekspozicijske čase pri meritvi vzbujanja fluorescence za meritve 
sprememb citosolnega L-laktata v mirovanju in po stimulaciji z L-laktatom oz. ligandi 
Smart.  
Namen diplomskega dela je standardizacija protokola meritev citosolnega L-laktata z 
nanosenzorjem FRET Laconic. Pričakujemo, da bo delo prispevalo k določitvi pogojev 
za meritve, kjer dolgoročno želimo opredeliti lastnosti novih, še neidentificiranih, 










3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Gojišča in raztopine 
3.1.1.1 Hranilni medij 
Hranilni medij smo pripravili iz medija DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle's 
medium) z visoko vsebnostjo glukoze, 4500 mg/L (Sigma-Aldrich), 10% FBS-a (ang. 
Fetal bovine Serum, Sigma-Aldrich), mešanice antibiotikov streptomicina in penicilina s 
koncentracijama 50 ug/mL (Innoprot), ter 5 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich). V čaši 
smo sestavine premešali z brizgo in tako pripravljen hranilni medij prefiltrirali v posodice 
po 50 mL. Posodice smo shranili v hladilnik (na 4 °C) in hranilni medij uporabljali do 3 
tedne. 
3.1.1.2 Lipofekcijski medij 
Lipofekcijski medij smo pripravili iz medija DMEM z visoko vsebnostjo glukoze, 4500 
mg/L (Sigma-Aldrich), in 5 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich). V čaši smo sestavine 
premešali, jih prefiltrirali v centrifugirko ter shranili v hladilniku (na 4 °C). Tako 
pripravljeni lipofekcijski medij smo uporabljali do 3 tedne. 
3.1.1.3 Zunajcelična raztopina 





Količina sestavine za 
250 mL 
NaCl 135,3 58,44 1976,7 mg 
KCl 5,0 74,55 96,2 mg 
HEPES 10,0 238,30 595,8 mg 
NaH2PO4*H2O 0,5 137,98 17,2 mg 
NaHCO3 5,0 84,01 105,0 mg 
D-glukoza 3,0 180,16 135,1 mg 
CaCl2 1,8 110,98 450 µL 
MgCl2 2,0 95,21 500 µL 









Preglednica 2: Sestava zunajcelične raztopine s 40 mM L-laktatom (ZCR-laktat). 
Sestavina Koncentracija 
sestavine (mM) 
M (g/mol) Količina sestavine za 
250 mL (mg) 
NaCl 95,3 58,44 1392,3 mg 
KCl 5,0 74,55 93,2 mg 
HEPES 10,0 238,30 595,8 mg 
NaH2PO4*H2O 0,5 137,98 17,2 mg 
NaHCO3 5,0 84,01 105,0 mg 
D-glukoza 3,0 180,16 135,1 mg 
CaCl2 1,8 110,98 500 µL 
MgCl2 2,0 95,21 450 µL 
Natrijev L-laktat 40 112,03 1120,6 mg 
V vodi MiliQ smo raztopili sestavine ter dopolnili do 250 mL. 
Pri pripravi zunajceličnih raztopin smo v čaši zmešali sestavine, pri čemer smo uporabili 
magnetno mešalo. Ko so se sestavine raztopile, smo s pH-metrom izmerili vrednosti pH 
raztopine ter z raztopino NaOH umerili pH na vrednost 7,20. Nato smo z osmometrom 
izmerili osmolalnost raztopine, ki je morala imeti vrednost med 290 mOsm/kg raztopine 
in 305 mOsm/kg raztopine. Na koncu smo raztopino prefiltrirali v posodice po 50 mL ter 
jih shranili v hladilnik (na 4 °C) oz. v zamrzovalnik (na −20 °C). 
3.1.1.4 Raztopina ligandov Smart009 in Smart075 
V centrifugirko smo zatehtali neko količino založnega agonista Smart009 oz. Smart075 
v prahu in ga raztopili v ustrezni količini ZCR tako, da je bila koncentracija liganda enaka 
5 mM. Nato smo centrifugirko tresli z uporabo vorteks mešala. Ko se je ligand raztopil, 
smo s pH-metrom pomerili vrednosti pH raztopine. Z raztopino NaOH smo vrednost pH 
umerili na 7,20. Nato smo pomerili še osmolalnost z osmometrom, ki je morala doseči 
vrednost med 290 mOsm/kg raztopine in 305 mOsm/kg raztopine. 
3.2 Metode 
3.2.1 Priprava krovnikov za nasajanje celic 3T3-L1 
Steklene krovnike premera 22 mm (Thermo Scientific) smo inkubirali 20 min v veliki 
petrijevki s 70% etanolom (sterilizacija). Nato smo jih dvakrat sprali v petrijevkah srednje 
velikosti s sterilno vodo. Potem smo jih inkubirali 20 min v veliki petrijevki z raztopino 
1% poli-L-lizina (PLL, Sigma-Aldrich); PLL olajša vezavo celic na trdne površine, ker 
ojača elektrostatske interakcije [28]. Nato smo celice ponovno dvakrat sprali v 
petrijevkah s sterilno vodo. Posamične krovnike smo s pinceto polagali v majhne 
petrijevke in jih 60 minut sušili v biološkem varovalnem kabinetu. Petrijevke s krovniki 
smo zložili v stolpce in jih zavili s parafilmom. Hranili smo jih v škatli v hladilniku pri 4 
°C. 




3.2.2 Priprava celic 3T3-L1 WT in 3T3-L1 KO19 
Zamrznjeni viali s celicami 3T3-L1 WT in 3T3-L1 KO19 smo odmrznili, celice nasadili 
v gojilne posodice, jih zalili s 5 mL hranilnega medije ter hranili v inkubatorju pri 37,0 
°C in 5 % CO2. Pazili smo, da v gojilni posodici ni prišlo do konfluentne rasti, saj bi to 
povzročilo diferenciacijo celic v adipocite. Ko so se celice razrasle na približno 80% 
podlage, smo en del celic presadili v novo gojilno posodico in jih zalili s 5 mL hranilnega 
medija. Hranilni medij smo menjali na 48 h. 
3.2.2.1 Celična linija 3T3-L1 
Celična linija 3T3-L1 (ATCC-LGC Standards, VA, United States) so celice, klasificirane 
kot embrionalne preadipocitne fibroblaste [2]. So multipotentne celice, pogosto jih 
uporabljamo pri različnih in vitro modelih [29]. Izolirali in namnožili so jih iz 
embrionalnih fibroblastov miši Swiss (Mus musculus f. domestica) [30]. Celice so 
poimenovali 3T3; to ime predstavlja kratico za »3-day transfer, inoculum 3 x 105 cells«, 
kar pomeni, da so celice presadili vsake 3 dni in da so na ploščo inokulirali točno gostoto 
celic (3 x 105 celic na 20 cm2 veliki plošči). Celična linija 3T3-L1 je tudi specializirana 
za sintezo kolagena [31], zato to linijo štejemo med linije fibroblastov. Shranjena je pri 
ATCC, kjer ima številko CCL 92 (Registry of animal cell lines, second edition, 1972) 
[32]. Ko postanejo celice 3T3 v gojišču konfluentne, vstopijo v stanje mirovanja, 
akumulirajo trigliceride in se začnejo diferencirati v adipocite [31]. Diferencirani 
adipociti 3T3-L1 imajo profil izražanja genov najbolj podoben belim adipocitom [29]. Če 
celice vzdržujemo v rastoči fazi, zavremo njihovo diferenciacijo.  
3.2.3 Nasajanje celic 3T3-L1 WT in 3T3-L1 KO na krovnike 
Celicam v gojilni epruveti smo odstranili star medij ter jih sprali z 2 mL hranilnega 
medija. Nato smo jim dodali 4 mL tripsin-EDTA in jih inkubirali 5 min v inkubatorju pri 
37 °C. Tripsin-EDTA povzroči, da se celice odlepijo od podlage. Odlepljene celice smo 
s pipeto prenesli v centrifurko, jim dodali 2 mL hranilnega medija in jih centrifugirali 5 
min pri 900 obr./min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant ter celični pelet 
resuspendirali v 5 mL hranilnega medija. Na krovnike smo nanesli 30−80 uL celične 
suspenzije, jih inkubirali 25 min v inkubatorju pri 37 °C. Nato smo celice zalili z 1,5 mL 
hranilnega medija in jih do transfekcije hranili v inkubatorju. 
3.2.4 Izolacija plazmida z zapisom za Laconic iz bakterijskih celic 
Iz bakterijske kulture Escherichia coli (E. coli) seva DH5α smo izolirali plazmid z 
zapisom za laktatni nanosenzor Laconic. Plazmid smo izolirali s komercialno dostopnim 
kompletom reagentov PureYieldTM Plasmid Midiprep System, Promega, A2492 po 
priloženim navodilih. 




3.2.4.1 Nacepljanje bakterijskih celic 
V 2 erlenmajerici smo pripravili gojišče LB z dodanim antibiotikom ampicilinom v 
končni koncentraciji 100 µg/mL (delo je potekalo ob plamenu). V ti dve gojišči smo 
nacepili sev bakterije E. coli DH5α, ki ima plazmid za L-laktatni nanosenzor Laconic. Ob 
plamenu smo najprej pinceto pomočili v alkohol, jo ožarili, ohladili in z njo prijeli 
nastavek za pipeto. Nastavek smo pomočili v vialo z zamrznjeno bakterijsko kulturo in 
ga nato spustili v erlenmajerico z gojiščem. Erlenmajerici smo nato stresali 16 h pri 37 
°C in 250 obr/min. Vialo z zamrznjeno bakterijsko kulturo smo shranili na −80 °C.   
3.2.4.2 Izolacija plazmida s kompletom reagentov PureYieldTM Plasmid Midiprep 
System 
Po 16-urni inkubaciji smo najprej preverili gostoto celic s spektrofotometrično meritvijo 
absorbance kulture pri valovni dolžini 600 nm. Pri tej meritvi smo za kontrolo vzeli čisto 
gojišče LB z ampicilinom. Če je bila gostota celic ustrezna, je sledilo delo po protokolu 
proizvajalca kompleta reagentov PureYieldTM Plasmid Midiprep System (Promega, 
A2492). 
3.2.4.3 Meritve čistosti in koncentracije plazmide DNA 
Čistost in koncentracijo plazmidne DNA smo določili s spektrofotometrom. Iz vsake 
erlenmajerice smo tako dobili 2 raztopini plazmida v mikrocentrifugirkah z neko 
koncentracijo. Iz vsake mikrocentrifugirke smo odvzeli 7 µL vzorca in ga razredčili v 693 
µL destilirane vode Mili-Q. Tako pripravljeni raztopini smo premešali in prenesli v 
stekleno kiveto ter pomerili koncentracijo DNA. Za vsako raztopino plazmida smo 
pripravili dve paralelni raztopini za meritev. Raztopini plazmida smo shranili v 
zamrzovalnik pri −20 °C. Čistost pDNA smo določili z razmerjem med absorpcijo pri 
valovni dolžini 260 nm in 280 nm (A260/A280).                           
3.2.5 Transfekcija celic 3T3-L1 WT in 3T3-L1 KO s pDNA za nanosenzor Laconic 
Izračunali smo, koliko µL plazmida potrebujemo, tako da je bila končna koncentracija 
plazmida v mikrocentrifugirki 1 µg/mL. Za vsak krovnik smo si pripravili transfekcijsko 
mešanico iz 100 µL lipofekcijskega medija, 3 µL lipofekcijskega reagenta FuGENE® 6 
Transfection (Promega), ter ustrezno količino plazmida. Transfekcijsko mešanico smo 
inkubirali 20 min v biološkem varovalnem kabinetu. Celicam na krovnikih smo odvzeli 
hranilni medij in jim dodali 900 µL svežega hranilnega medija ter 100 µL transfekcijske 
mešanice. Celice smo inkubirali 24 h v inkubiratorju. Po 24 h so bile celice pripravljene 
za fluorescenčno mikroskopijo. 
3.2.6 Fluorescenčna mikroskopija v realnem času 
Meritve smo izvedli v realnem času z uporabo fluorescenčne mikroskopije FRET. Za 
opazovanje in zajemanje slik posameznik celic 3T3-L1, ki so izražale senzor Laconic, 




smo uporabljali invertni fluorescenčni mikroskop Zeiss Axio Observer.A1 (Zeiss, 
Nemčija). Uporabljali smo objektiv C-Apochromat 10x/1,2 NA (Zeiss, Nemčija) in  
monokromator Polychrome V (Till Photonic, Nemčija) kot vir svetlobe (λ = 436 nm). 
Sliko smo zajemali s pomočjo kamere CCD (ang. charge coupled device) in programa 
Live Acquisition 2.1.0.10 (Till Photonics, Nemčija). Delilec slike (ang. image splitter; 
Optical Insights, ZDA) je omogočil usmerjanje slike skozi dva emisijska filtra, 
modrozelenega (480/30 nm) in rumenega (535/40 nm) in tako ločeno zaznavanje 
emisijske svetlobe CFP (oz. mTFP) in YFP (oz. Venus). Slike smo zajemali pri sobni 
temperaturi vsakih 10 s. 
Krovniku s celicami, ki smo jih predhodno transficirali s plazmidom za laktatni FRET-
nanosenzor Laconic, smo odvzeli star hranilni medij in ga 15 min inkubirali v 1 mL ZCR 
(da so se celice privadile na okolje z manj hranili). Nato smo krovnik s celicami vpeli v 
kamrico za snemanje z mikroskopom, krovnik zatesnili z vakuumsko pasto in na krovnik 
nakapljali 200 µL ZCR. Iz spodnje strani smo krovnik obrisali s 70 % etanolom, kamrico 
vpeli v mikroskop in začeli z izbiranjem primernih celic za posnetek. Pri tem smo bili 
pozorni na to, da se je nanosenzor Laconic v celicah izražal v primerni jakosti (da je ravno 
prav svetil − ne premalo, ne preveč) ter da so celice izkazovale pravilno morfologijo (brez 
apoptotskih telesc, vključkov, proteinskih agregatov ...). Izbrane celice smo posneli v 
realnem času s fluorescenčnim mikroskopom. Pri teh posnetkih smo celice izpostavili 
različnim ekspozicijskim časom (od 100 ms do 800 ms) in pri isti intenziteti ekscitacije 
fluorescence ter merili spremembo razmerja mTFP/Venus. 
Poiskali smo čimveč primernih celic, ki so izražale FRET nanosenzor Laconic v dovolj 
visoki meri in ki so imele primerno velikost in morfologijo (niso bile apoptotične). 
Izbrane celice smo snemali pri različnih ekspozicijskih časih ekscitacije fluorescence; 
slike so bile posnete na 10 s, skupaj je bilo posnetih 122 slik. Prva slika je bila posneta s 
presevno svetlobo, vse nadaljnje slike so bile posnete z zajemanjem emisije fluorescence. 
3.2.6.1 Stimulacija celic 3T3-L1 z ligandi GPR81 
Pri sliki 30 smo dodali 200 µL prvega stimulusa (po 5 min), ki je bil lahko ligand 
Smart009 ali ligand Smart075 oz. v primeru kontrol smo na tej točki dodali namesto 
liganda ZCR. Ligande smo dodajali v različnih koncentracijah (500 µM, 100 µM, 5µM). 
Pri sliki 90 smo dodali 400 µL 40 mM L-laktata, kar je služilo kot kontrola za učinkovitost 
izraženega FRET-nanosenzorja v celici. Končna koncentracija L-laktata v zunajcelični 
raztopini je bila 20 mM.  
3.2.7 Analiza posnetkov 
Posnetke celic smo analizirali v programu OA Offline Analysis (Till Photonics, Nemčija). 
Označili smo celico in ozadje in tako smo dobili t.i. ROI (ang. region of interest).  Za 
označene regije je program podal vrednosti emitirane svetlobe za mTFP in Venus pri 




nanosenzorju Laconic. S pomočjo programa Microsoft Excel (Microsoft, ZDA) smo 
izračunali razmerje signalov mTFP/Venus po enačbi: 
𝑚𝑇𝐹𝑃/𝑉𝑒𝑛𝑢𝑠 =
𝑚𝑇𝐹𝑃 (𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐𝑎) −  𝑚𝑇𝐹𝑃 (𝑜𝑧𝑎𝑑𝑗𝑒)
𝑉𝑒𝑛𝑢𝑠(𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐𝑎) −  𝑉𝑒𝑛𝑢𝑠(𝑜𝑧𝑎𝑑𝑗𝑒)
 
Zvečan signal pomeni, da se je koncentracija znotrajceličnega L-laktata zvišala. Dobljena 
razmerja smo normalizirali z bazno linijo: izračunali smo povprečje signalov pred 
dodatkom stimulusa (prvih 29 posnetkov) in razmerja delili s tem povprečjem. 
3.2.8 Analiza vpliva ekspozicijskih časov na odziv celic po stimulaciji 
Analiza vpliva ekspozicijskih časov na odziv celic po stimulaciji z L-laktatom smo izvedli 
tako, da smo si najprej izpisali ekspozicijske čase ekscitacije fluorescence posameznih 
posnetkov. Sledil je izračun povprečja absolutne amplitude in povprečne normalizirane 
amplitude odziva na L-laktat za posamezen graf. Pri izračunih povprečja amplitud smo 
upoštevali vrednosti od slike 100 dalje (od 1000. sekunde). V programu Microsoft Excel 
(Microsoft, ZDA) smo za posamezen posnetek v preglednici združili vrednost 
ekspozicijskega časa z vrednostjo povprečne absolutne oz. relativne amplitude odziva na 
L-laktat. Podatke smo analizirali v programu SigmaPlot (Systal Software Inc, Velika 
Britanija). 
Analiza vpliva ekspozicijskih časov na odziv celic po stimulaciji s Smart009 in Smart075 
je potekala enako, le da smo tokrat za izračun povprečja amplitud upoštevali vrednosti od 
slike 40 do slike 50 (od 400. do 500. sekunde).  
3.2.9 Statistična obdelava podatkov 
Da bi preverili, ali ekspozicijski čas ekscitacije fluorescence vpliva na odziv celic po 
stimulaciji, smo v programu SigmaPlot (Systal Software Inc, Velika Britanija) izrisali 
grafe ter izvedli statistični test linearne regresije. Iz tega testa smo dobili korelacijski 
faktor r, vrednost P in determinacijski koeficient r2, ki so nam pomagali določiti, ali so 
odzivi celic statistično značilno odvisni od ekspozicijskega časa. Korelacijski koeficient 
r je statističen parameter, ki nam pove, kako močna je linearna povezava med 
spremenljivkama; bolj kot se vrednost r približuje 0, šibkejša je povezava, v našem 
primeru med spremembo razmerja mTFP/Venus in ekspozicijskim časom ekscitacije 
fluorescence oz. bolj kot se vrednost r približuje 1, močnejša je korelacija med 
spremenljivkama. Če se vrednost korelacijskega koeficienta r približuje +1, sta 
spremenljivki v pozitivni linearni korelaciji oz. če se vrednost r približuje −1, sta 
spremenljivki v negativni linearni korelaciji. Dobljeno vrednost r moramo ovrednotiti, ali 
je statistično različna od 0, kar bi pomenilo, da obstaja statistično značilna korelacija med 
spremenljivkama. Za ovrednotenje korelacijskega faktorja r uporabimo preglednice s 
kritičnimi vrednostmi r glede na prostostno stopnjo; kritične vrednosti r so najnižje 




vrednosti korelacijskega faktorja, pri katerih lahko z neko določeno verjetnostjo (P-
vrednost) trdimo, da so statistično različne od 0 ter da je korelacija med spremenljvkama 
statistično značilna. P-vrednost nam za določen korelacijski koeficient pove, ali je 
statistično značilno različen od 0. V analizi podatkov pa moramo upoštevati tudi vrednost 
determinacijskega koeficienta r2, ki ovrednoti kakovost regresijskega modela. 
Determinacijski koeficient je statističen parameter, ki pove, koliko variabilnosti odvisne 
spremenljivke lahko pojasnimo s korelacijo med odvisno in neodvisno spremenljivko. Ta 
statistični koeficient zavzema vrednosti od 0 do 1; bolj kot se vrednost r2 približa 1, večja 
je pojasnjenost variabilnosti odvisne spremenljivke z neodvisno spremenljivko. Vrednost 
r2 nam v našem primeru pove, kolikšen delež celotne variabilnosti spremenjenega 
razmerja mTFP/Venus je pojasnjen z variiranjem ekspozicijskega časa ekscitacije 
fluorescence.  






4.1 Vpliv ekspozicijskega časa ekscitacije na zvišanje razmerja 
mTFP/Venus po stimulaciji celic 
Z različnimi časi izpostavljenosti celic na ekscitacijsko svetlobo smo želeli preveriti, ali 
le-ta vpliva na spremembe razmerja mTFP/Venus v celicah 3T3-L1 WT in 3T3-L1 KO19 
po stimulaciji z zunajceličnim L-laktatom oz. ligandi Smart. 
Krovnik s transficiranimi celicami smo 15 min inkubirali v ZCR, nato smo ga vpeli v 
mikroskop in začeli z izbiranjem primernih celic. Primerne celice so bile celice s pravilno 
morfologijo (neapoptotične, brez vključkov), v katerih se je nanosenzor Laconic izražal 
v primerni jakosti. Izbrane celice smo posneli v realnem času s fluorescenčnim 
mikroskopom. Pri teh posnetkih smo celice izpostavili ekspozicijskim časom ekscitacije 
fluorescence med 100 ms in 800 ms. Intenziteta ekscitacije fluorescence je bila 
konstantna. Merili smo spremembo razmerja mTFP/Venus. 
4.1.1 Vpliv ekspozicijskega časa ekscitacije na zvišanje razmerja mTFP/Venus po 
stimulaciji celic z L-laktatom  
Dodatek zunajceličnega L-laktata povzroči spremembo v koncentraciji citosolnega L-
laktata, ki se kaže kot sprememba razmerja mTFP/Venus. Nanosenzor Laconic se nahaja 
v citoplazmi transficiranih celicah in ima vezavno mesto za L-laktat. Če se L-laktat nanj 
veže, pride do konformacijske spremembe in posledično se zniža prenos FRET med 
fluorescenčnima molekulama oz. se zviša razmerje mTFP/Venus [5]. Dodatek ligandov 
GPR81 pospeši delovanje receptorja, kar povzroči spremembo (porast) v koncentraciji 
citosolnega L-laktata; zvišana citosolna koncentracija L-laktata se pokaže kot zvišano 
razmerje mTFP/Venus (ta »proces« je t. i. odziv celice). 
Posnetki izbranih celic so obsegali 120 slik, slike so bile posnete vsakih 10 s. Pri 30. sliki 
oz. 300. sekundi smo dodali ligand v koncentracijah 1000 µM ali 500 µM (Smart009 ali 
Smart075) oz. v primeru negativne kontrole smo dodali ZCR. Pri 90. sliki oz. 900. 
sekundi smo dodali 20 mM zunajcelični L-laktat v ZCR, ki je v naših poskusih služil kot 
pozitivna kontrola. 
Odzive celic na 20 mM zunajcelični L-laktat v ZCR smo določili na podlagi sprememb 
razmerja mTFP/Venus. Odziv celice pomeni porast znotrajcelične koncentracije L-
laktata, ki se pokaže kot zvišano razmerje mTFP/Venus. Celice 3T3-L1 WT so se od celic 
3T3-L1 KO19 razlikovale po vsebnosti gena za GPR19, vendar sta se obe vrsti celic 
enako odzivali na stimulacijo z L-laktatom. Za posamezno celico smo izračunali 
povprečje odziva na L-laktat med 100. in 120. sliko posnetka. Povprečja odzivov smo v 




programu Excel združili s podatki o ekspozicijskem času ekscitacije fluorescence. V 
programu SigmaPlot smo izrisali grafe.  
Iz grafov (slika 3) bi lahko razbrali majhno pozitivno korelacijo med ekspozicijskimi časi 
in odzivi celic, vendar je za dokaz korelacije potreben statistični test, ki nam pove, ali je 
korelacija statistično značilna. Zato smo z uporabo testa linearne regresije podatke 
analizirali in dobili vrednosti r, P in r2, s katerimi smo nato ovrednotili odvisnost odzivov 
celic 3T3-L1 WT in KO19 od ekspozicijskega časa ekscitacije fluorescence (preglednica 
3). Za korelacijske koeficiente r je bilo potrebno določiti, ali so statistično značilno 
različni od 0 in ta podatek smo dobili iz vrednosti P (preglednica 3) oz. smo dobljene 
korelacijske koeficiente primerjali s kritičnimi vrednostmi pri različnih vrednostih P 
glede na število celic, vključenih v eksperiment (preglednica 4). 
Vrednosti korelacijskih koeficientov so za oba tipa celic statistično značilno različne od 
0 (preglednica 3) oz. so vrednosti r višje od kritičnih vrednosti pri določenih vrednostih 













Slika 3: Različni ekspozicijski časi ekscitacije fluorescence ne vplivajo na zvišanje razmerja 
mTFP/Venus v celicah 3T3-L1 po stimulaciji z 20 mM zunajcelični L-laktatom v ZCR. Posamezna 
točka predstavlja povprečje normalizirane spremembe razmerja mTFP/Venus posamezne celice (A) 3T3-
L1 WT (n = 150) in (B) 3T3-L1 KO19 (n = 188). Celice smo stimulirali z 20 mM L-laktatom v ZCR pri 
določenem ekspozicijskem času ekscitacije fluorescence. Zvišano razmerje mTFP/Venus odraža porast 
znotrajcelične koncentracije L-laktata v celicah 3T3-L1, n je število celic. Celice smo stimulirali ob času 
900 ms. Povprečne vrednosti amplitud odzivov smo izračunali med 100. in 120. sliko posnetka. 
Preglednica 3: Vrednosti r, P in r2, pridobljene s testom linearne regresije. S testom linearne regresije 









WT 20 mM 0,372 <0,001 0,138 150 
KO19 20 mM 0,248 <0,001 0,062 188 
 
Preglednica 4: Vrednosti r iz testa linearne regresije v primerjavi z kritičnimi vrednostmi r pri 
določenih vrednostih P. Kritične vrednosti so povzete iz že znanih preglednic oz. izračunov ob 
upoštevanju števila celic n pri treh različnih vrednostih P [33,34].  










WT 150 0,372 0,160 0,210 0,266 
KO19 188 0,248 0,143 0,187 0,238 
 




4.1.2 Vpliv ekspozicijskega časa ekscitacije na zvišanje razmerja mTFP/Venus po 
stimulaciji celic z ligandi Smart 
S fluorescenčnim mikroskopiranjem celic 3T3-L1 WT in 3T3-L1 KO19, ki so bile 
predhodno transficirane z nanosenzorjem Laconic, smo hoteli preveriti, ali ekspozicijski 
čas ekscitacije vpliva na odziv po stimulaciji celic z ligandi Smart009 in Smart075. 
Dodatek ligandov GPR81 pospeši delovanje receptorja, kar povzroči spremembo (porast) 
v koncentraciji citosolnega L-laktata; zvišana citosolna koncentracija L-laktata se pokaže 
kot zvišano razmerje mTFP/Venus oz. kot t. i. odziv celice. 
4.1.2.1 Vpliv ekspozicijskega časa ekscitacije na zvišanje razmerja mTFP/Venus po 
stimulaciji celic z ligandi Smart009 
Na ligand Smart009 se ne odzivajo vse celice in v analizo so bile vključene le tiste celice, 
ki so se odzvale na Smart009, saj smo raziskovali vpliv ekspozicijskega časa na odgovor 
celice na določen stimulus. 
Posnetki celic so obsegali 120 slik. Pri 30. sliki oz. 300. sekundi smo dodali ligand 
Smart009 v koncentracijah 1000 µM ali 500 µM oz. ZCR v primeru negativne kontrole. 
Pri 90. sliki oz. 900. sekundi smo dodali 20 mM zunajcelični L-laktat v ZCR, ki je služil 
kot pozitivna kontrola. Za posamezno celico smo izračunali povprečje normaliziranega 
porasta razmerja mTFP/Venus kot odgovor celice na ligand Smart009 ali Smart075 med 
40. in 50. sliko posnetka. Povprečja odzivov celic smo v programu Excel združili s 
podatki o ekspozicijskem času ekscitacije fluorescence. V programu SigmaPlot smo 
izrisali grafe (slika 4), z uporabo testa linearne regresije smo podatke analizirali in dobili 
vrednosti r, P in r2, s katerimi smo nato ovrednotili odvisnost odzivov celic 3T3-L1 WT 
in KO19 od ekspozicijskega časa ekscitacije fluorescence (preglednica 5).  
Iz grafov (slika 4) ne moremo razbrati linearne povezave med ekspozicijskimi časi ter 
odzivi celic. Tudi rezultati testa linearne regresije nakazujejo na neodvisnost med 
spremenljivkama. Korelacijski koeficienti so bili v vseh primerih nižji od kritičnih 
vrednosti (preglednica 6), prav tako so determinacijski koeficienti zasedali nizke 
vrednosti (preglednica 5). V primeru celic 3T3-L1 WT, ki smo jih stimulirali z 500 µM 
Smart009, je bilo število odzivnih celic zelo nizko. 
 
 






Slika 4: Različni ekspozicijski časi ekscitacije fluorescence ne vplivajo na zvišanje razmerja 
mTFP/Venus v celicah 3T3-L1 po stimulaciji z ligandom Smart009 v koncentracijah 1000 µM in 500 
µM. Celice smo stimulirali z različnimi koncentracijami liganda Smart009 pri različnih ekspozicijskih časih 
ekscitacije fluorescence. Celice (A) 3T3-L1 WT (n = 11) in (B) 3T3-L1 KO19 (n = 15) smo stimulirali s 
1000 µM ligandom Smart009, celice (C) 3T3-L1 WT (n = 6) in (D) 3T3-L1 KO19 (n = 10) smo stimulirali s 
500 µM ligandom Smart009. Posamezna točka predstavlja povprečno spremembo normaliziranega razmerja 
mTFP/Venus posamezne celice 3T3-L1. Zvišano razmerje mTFP/Venus odraža porast znotrajcelične 
koncentracije L-laktata v celicah 3T3-L1, n je število celic. Celice smo stimulirali ob času 300 s. Povprečne 
vrednosti amplitud odzivov smo izračunali med 40. in 50. sliko posnetka. 
 
 




Preglednica 5: Vrednosti r, P in r2, pridobljene s testom linearne regresije. S testom linearne regresije 
smo preverjali, ali so spremembe razmerij mTFP/Venus odvisne od ekspozicijskega časa ekscitacije 








WT 1000 0,160 0,639 0,026 11 
KO19 1000 0,018 0,951 0,0003 15 
WT  500 0,239 0,648 0,0573 6 
KO19 500 0,619 0,056 0,384 10 
 
Preglednica 6: Vrednosti r iz testa linearne regresije v primerjavi z kritičnimi vrednostmi r pri 
določenih vrednostih P. Kritične vrednosti so povzete iz že znanih preglednic oz. izračunov ob 




















pri P = 
0,001 
WT 1000 11 0,160 0,602 0,735 0,847 
KO19 1000 15 0,018 0,514 0,641 0,760 
WT 500 6 0,239 0,811 0,917 0,974 











4.1.2.2 Vpliv ekspozicijskega časa ekscitacije na zvišanje razmerja mTFP/Venus po 
stimulaciji celic z ligandi Smart075 
Na ligand Smart075 se prav tako ne odzivajo vse celice in v analizo so bile vključene le 
tiste celice, ki so se na Smart075 odzvale. Imeli smo nekoliko več odzivnih celic kot pri 
ligandu Smart009. 
Odzive celic na ligand Smart009 smo določili na podlagi sprememb razmerja 
mTFP/Venus. Za posamezno celico smo izračunali povprečje odziva Smart075 med 40. 
in 50. sliko posnetka. Povprečja odzivov smo v programu Excel združili s podatki o 
ekspozicijskem času ekscitacije fluorescence. V programu SigmaPlot smo izrisali grafe 
(slika 5), z uporabo testa linearne regresije smo podatke analizirali in dobili vrednosti r, 
P in r2, s katerimi smo nato ovrednotili odvisnost odzivov celic od ekspozicijskega časa 
ekscitacije fluorescence (preglednica 6).  
Iz grafov na sliki 5A in 5B ne moremo sklepati na odvisnost odzivov celic od 
ekspozicijskega časa. Grafi na sliki 5C in 5D nakazujejo na linearno pozitivno odvisnost 
odzivov celic od ekspozicijskega časa, kar lahko dokažemo s statističnim testom. 
Rezultati statistične obdelave podatkov s testom linearne regresije nakazujejo na 
neodvisnost med spremenljivkama, saj so vsi korelacijski koeficienti nižji od kritičnih 
vrednosti (preglednica 8), prav tako so determinacijski koeficienti zasedali prenizke 
vrednosti, da bi lahko model pojasnil variabilnost (preglednica 7). Vrednosti P so v vseh 
primerih višje od 0,05, kar nakazuje na to, da je postavljen model statistično 
nesignifikanten oz. da so korelacijski koeficienti niso statistično različni od 0 (preglednica 
7). V primeru celic 3T3-L1 WT, ki smo jih stimulirali z 500 µM Smart075, moramo 
upoštevati, da je bilo število odzivnih celic nižje od 10 in posledično so dobljeni rezultati 
vprašljivi. 
 






Slika 5: Različni ekspozicijski časi ekscitacije fluorescence ne vplivajo na zvišanje razmerja 
mTFP/Venus v celicah 3T3-L1 po stimulaciji z ligandom Smart075 v koncentracijah 1000 µM ali  500 
µM. Celice smo stimulirali z različnimi koncentracijami liganda Smart075 pri različnih ekspocizijskih časih 
ekscitacije fluorescence. Celice (A) 3T3-L1 WT (n = 13) in (B) 3T3-L1 KO19 (n = 14) smo stimulirali s 
1000 µM Smart075, celice (C) Celice 3T3-L1 WT (n = 7) in (D) 3T3-L1 KO19 (n = 14) smo stimulirali s 
500 µM Smart075. Posamezna točka predstavlja povprečno spremembo normaliziranega razmerja 
mTFP/Venus posamezne celice 3T3-L1. Zvišanje razmerja mTFP/Venus odraža porast znotrajcelične 
koncentracije L-laktata v celicah 3T3-L1, n je število celic. Celice smo z ligandom stimulirali ob času 300 
s. Povprečne vrednosti amplitud odzivov smo izračunali med 40. in 50. sliko posnetka. 
 
 




Preglednica 7: Statistična obdelava Vrednosti r, P in r2, pridobljene s testom linearne regresije. S 
testom linearne regresije smo preverjali, ali so spremembe razmerij mTFP/Venus odvisne od 
ekspozicijskega časa ekscitacije fluorescence po stimulaciji z ligandom Smart075.   
 
Preglednica 8: Vrednosti r iz testa linearne regresije v primerjavi z kritičnimi vrednostmi r pri 
določenih vrednostih P. Kritične vrednosti so povzete iz že znanih preglednic oz. izračunov ob 




















pri P = 
0,001 
WT 1000 13 0,278 0,553 0,684 0,801 
KO19 1000 14 0,118 0,532 0,661 0,780 
WT 500 7 0,686 0,754 0,875 0,951 













WT 1000 0,278 0,357 0,078 13 
KO19 1000 0,118 0,689 0,014 14 
WT 500 0,686 0,089 0,470 7 
KO19 500 0,329 0,250 0,108 14 





5.1 Ekspozicijski čas ekscitacije fluorescence ne vpliva na razmerje 
mTFP/Venus v celicah 3T3-L1 
Ekspozicijski čas ekscitacije fluorescence je čas osvetljevanja celic s svetlobo določene 
valovne dolžine, pri čemer ta žarek vzpodbudi fluorescenco celic, ki izražajo nanosenzor 
(v našem primeru Laconic). Predolgo osvetljevanje celic z močno intenzivno svetlobo 
lahko povzroči fiziološke spremembe celic, kar vpliva na rezultate eksperimentov [22]. 
Zato je pri mikroskopiji živih celic potrebno vzpostavljati kompromis med dobro 
kvaliteto posnetka (šum mora biti dovolj nizek) ter svetlobno ekscitacijo, ki ohranja celice 
čim manj poškodovane. 
Kvantitativno oceno fototoksičnosti osvetljevanja lahko dobimo iz merjenja sprememb 
nekega parametra ob postopnem zvišanju intenzitete osvetljevanja [24]. Graf, ki prikazuje 
odvisnost kvantitativnega parametra od intenzitete osvetljevanja, prikaže fototoksično 
krivuljo, iz katere lahko določimo prag citotoksičnosti (od katere količine svetlobne 
ekspozicije je ekspozicija varna), pri katerem je kapaciteta odstranjevanja ROS zasičena. 
Tudi z našimi eksperimenti smo skušali kvantitativno oceniti fototoksičnost zaradi 
osvetljevanja. Zanimalo nas je, ali ekscitacija fluorescence povzroča signifikantne 
fototoksične učinke, ki bi spreminjali razmerje mTFP/Venus oz. odzive celic na 
stimuluse. V našem primeru nismo spreminjali intenzitete svetlobe, ki je osvetljevala 
celice, temveč ekspozicijski čas osvetljevanja celic.  
Različen ekspozicijski čas ekscitacije fluorescence bi lahko vplival tako na nanosenzor 
Laconic (fotobledenje) kot tudi na stanje celic. Fotobledenje je pojav, ko svetloba 
poškoduje fluorofor in slednji izgublja fluorescenco, pri čemer se v eksperimentu izgublja 
signal. Pri vplivu svetlobe na flurofor nastanejo tudi prosti radikali in drugi 
visokoreaktivni produkti, ki motijo celično homeostazo in posledično eksperiment [22]. 
V našem primeru bi lahko daljši čas ekspozicije celic na vzbujevalno svetlobo povzročil 
več poškodb nanosenzorja Laconic, pri čemer bi nastalo več reaktivnih spojin, ki bi 
signifikantno vplivale na razmerje mTFP/Venus v celicah 3T3-L1. Spremembe razmerij 
mTFP/Venus odražajo spremembe v koncentraciji citosolnega L-laktata, zato je 
pomembno, da pri eksperimentih nimamo motečih dejavnikov. Če bi daljši ekspozicijski 
čas povzročil signifikantno več poškodb nanosenzorja, bi lahko v eksperimentih pri 
daljših ekspozicijah napačno interpretirali rezultate, saj bi bilo razmerje mTFP/Venus 
spremenjeno tudi zaradi povečanih učinkov svetlobe. Poleg vplivov na Laconic, bi lahko 
daljši ekspozicijski čas povzročil več fototoksičnih učinkov na celice, kar bi se odražalo 
tudi v razmerju mTFP/Venus.  
V našem delu nas je zanimalo, ali ekspozicijski čas ekscitacije fluorescence vpliva na 
zvišano razmerje mTFP/Venus po stimulaciji z L-laktatom ali ligandi Smart.  




5.1.1 Ekspozicijski čas ekscitacije fluorescence ne vpliva razmerje mTFP/Venus v  
celicah 3T3-L1 po stimulaciji z zunajceličnim L-laktatom 
Stimulacija z zunajceličnim L-laktatom je v naših poskusih služila kot pozitivna kontrola, 
ki je pokazala, ali se celica sploh odziva na kakršne koli stimulacije. Tako pri celicah 
3T3-L1 WT kot tudi pri celicah 3T3-L1 KO19 smo s pomočjo testa linearne regresije 
dokazali, da odzivi celic po stimulaciji z L-laktatom niso statistično signifikantno odvisni 
od ekspozicijskega časa ekscitacije fluorescence.  
Sliki 3A in 3B kažeta rahlo pozitivno linearno odvisnost med povprečjem zvišanega 
razmerja mTFP/Venus in ekspozicijskim časom, vendar je za dokaz linearne odvisnosti 
potreben statističen test, ki nam pove, ali je odvisnost statistično značilna. Uporabili smo 
test linearne regresije, s katerim smo dobili 3 ključne statistične parametre za namen naše 
raziskave: korelacijski koeficient r, vrednost P ter determinacijski koeficient r2 
(preglednica 3). S temi parametri smo ovrednotili odvisnost odzivov celic od 
ekspozicijskega časa.  
Tako v primeru celic 3T3-L1 WT kot tudi v primeru celic 3T3-L1 KO19, ki smo jih 
stimulirali z 20 mM zunajceličnim L-laktatom, sta dobljena korelacijska koeficienta r  
precej višja od kritičnih vrednosti (preglednica 4), kar pomeni, da sta statistično različna 
od 0 ter kažeta na pozitivno korelacijo med ekspozicijskim časom ekscitacije 
fluorescence in spremembo razmerja mTFP/Venus.  
Tudi P-vrednosti, ki se nanašata na korelacijske koeficiente, sta pri obeh tipih celic manjši 
od 0,001 (preglednica 3) in nam potrdita, da sta dobljeni vrednosti korelacijskih faktorjev 
v obeh primerih statistično različni od 0.  
Čeprav je korelacijski koeficient statistično signifikantno različen od 0 in s tem kaže na 
korelacijo med spremenljivkama, pa moramo za potrditev odvisnosti upoštevati še 
determinacijski koeficient r2. Vrednost r2 je tako v primeru celic 3T3-L1 WT kot tudi v 
primeru celic 3T3-L1 KO19 nizka, kar pomeni, da model, ki smo ga postavili, ne pojasni 
variabilnosti spremenjenega razmerja mTFP/Venus z variiranjem ekspozicijskega časa. 
Model je sicer statistično signifikanten, saj je P-vrednost nižja od 0,001 oz. je korelacijski 
koeficient statistično različen od 0, vendar je vrednost determinacijskega koeficienta r2 
prenizka, da bi lahko trdili, da ekspozicijski čas ekscitacije fluorescence vpliva na 
spremembe v razmerju mTFP/Venus. Zato lahko sklepamo, da so meritve odzivov celic 
neodvisne od ekspozicijskega časa v primeru stimulacije celic z 20 mM L-laktatom. 
 




5.1.2 Ekspozicijski čas ekscitacije fluorescence ne vpliva na razmerje mTFP/Venus v 
celicah 3T3-L1 po stimulaciji z ligandi Smart009 
Raziskali smo tudi, ali ekspozicijski čas ekscitacije fluorescence vpliva na odzive celic 
po stimulaciji s Smart009. Stimulacija z zunajceličnim L-laktatom nam je služila kot 
pozitivna kontrola in vse celice so se na ta stimulus odzivale. Pri stimulaciji z ligandom 
Smart009 je bil pa le en del celic odziven; nemogoče je bilo vnaprej predvideti, katera 
celica se bo na ligand odzvala in katera ne. Zato je tudi število celic, ki smo jih uporabili 
pri analizi z ekspozicijskim časom, veliko manjše v primeru stimulacije z ligandom 
Smart009 kot v primeru stimulacije z zunajceličnim L-laktatom.  
Število odzivnih celic 3T3-L1 WT, ki smo jih stimulirali s 500 µM Smart009, je bilo nižje 
od 10 in pri teh celicah so statistični rezultati vprašljivi. Za tovrstno analizo je dobro, če 
imamo vsaj 10 celic, da so rezultati (bolj) zanesljivi. V ostalih primerih celic, ki smo jih 
stimulirali z ligandom Smart009, je bilo število celic večje ali enako 10. 
Iz načrtanih grafov (slika 4) lahko trdimo, da ni odvisnosti med ekspozicijskimi časi 
ekscitacije fluorescence in odzivi celic na 1000 µM ali 500 µM Smart009, vendar je to 
trditev potrebno podkrepiti s statističnimi dokazi.  
Korelacijski koeficient (r) je v vseh primerih manjši od kritičnih vrednosti (preglednica 
6) oz. je P-vrednost v vseh primerih večja od 0,05 (preglednica 5), iz česar lahko 
razberemo, da korelacijski koeficient ni statistično značilno različen od 0. Nekoliko 
izstopajo celice 3T3-L1 KO19, ki smo jih stimulirali s 500 µM Smart009, saj je 
korelacijski koeficient malenkostno manjši od kritične vrednosti pri P = 0,05 (preglednica 
6) oz. je vrednost P zelo blizu 0,05 (preglednica 5). V tem primeru moramo pri 
interpretaciji upoštevati dejstvo, da ima korelacijski koeficient negativen predznak (v 
preglednicah 5 in 6 je podan kot absolutna vrednost) in s tem nakazuje na negativno 
odvisnost odzivov celic 3T3-L1 KO19 na 500 µM Smart009 od ekspozicijskega časa. 
Usmerjenost korelacijskega koeficienta za te celice pa ni v skladu z rezultati statistične 
analize odzivov celic na zunajcelični L-laktat (preglednica 3). V primeru analize odzivov 
celic na L-laktat smo imeli na voljo bistveno večje število celic (preglednica 3) kot v 
primeru analize odzivov celic na Smart009 (preglednica 5) in zato so tudi rezultati bolj 
zanesljivi v primeru analize odzivov na L-laktat. Slednje je pomembno, saj je korelacijski 
koeficient v primeru analize odzivov na L-laktat pozitiven in nakazuje na pozitivno 
linearno odvisnost odzivov celic od ekspozicijskega časa, v primeru analize odzivov celic 
3T3-L1 KO19 na 500 µM pa je korelacijski koeficient negativen. Glede na to, da smo 
imeli pri analizi odzivov celic na L-laktat veliko večje število celic, lahko pričakujemo, 
da če obstaja odvisnost med izbranima spremenljivkama, je le-ta pozitivna. V primeru 
odzivov celic na 500 µM Smart009 smo imeli na voljo le 10 celic, kar je najverjetneje 
razlog za dobljen rezultat; ne glede na usmerjenost je korelacijski faktor tudi v primeru 
celic 3T3-L1 KO19, stimuliranih s 500 µM Smart009, statistično neznačilno različen od 




nič in lahko potrdimo, da odzivi celic niso odvisni od ekspozicijskega časa ekscitacije 
fluorescence. 
Poleg korelacijskega faktorja in vrednosti P moramo pri interpretaciji rezultatov vzeti v 
obzir tudi determinacijski koeficient r2. Vrednosti determinacijskega koeficienta so bile 
v vseh primerih celic, ki smo jih stimulirali s Smart009, nizke (preglednica 5). Ponovno 
nekoliko izstopa rezultat celic 3T3-L1 KO19, ki smo jih stimulirali s 500 µM Smart009, 
vendar je tudi ta vrednost nizka. Postavljen model ne pojasni variabilnosti spremenjenega 
razmerja mTFP/Venus z variiranjem ekspozicijskega časa. 
V vseh primerih celic, ki smo jih stimulirali s Smart009, so modeli zaradi visoke P-
vrednosti statistično nesignifikantni ter zaradi nizke vrednosti determinacijskega 
koeficienta r2 ne pojasnijo variabilnosti. Na podlagi teh rezultatov lahko sklepamo, da 
odzivi celic na 1000 µM ali 500 µM Smart009 niso odvisni od ekspozicijskega časa 
ekscitacije fluorescence. 
5.1.3 Ekspozicijski čas ekscitacije fluorescence ne vpliva na razmerje mTFP/Venus v 
celicah 3T3-L1 po stimulaciji z ligandi Smart075 
Zanimalo nas je še, ali ekspozicijski čas ekscitacije fluorescence vpliva na odzive celic 
po stimulaciji s Smart075. Stimulacija z zunajceličnim L-laktatom nam je služila kot 
pozitivna kontrola in vse celice so se na ta stimulus odzivale. Pri stimulaciji z ligandom 
Smart075 je bil, tako kot v primeru stimulacije z ligandom Smart009, odziven le en del 
celic in nismo mogli vnaprej predvideti, katera celica se bo na ligand odzvala in katera 
ne. Zato je tudi število celic, ki smo jih uporabili pri analizi z ekspozicijskim časom, 
veliko manjše v primeru stimulacije z ligandom Smart075 kot v primeru stimulacije z 
zunajceličnim L-laktatom. 
Na slikah 5A in 5B lahko že iz pozicije posameznih točk opazimo, da ne obstaja zelo 
očitna pozitivna odvisnost odzivov celic od ekspozicijskega časa. Slika 5C vsebuje 
majhno število točk oz. celic, ki smo jih imeli na voljo in so v tem primeru rezultati 
vprašljivi, slika 5D pa nakazuje na možnost rahle pozitivne korelacije med izbranima 
spremenljivkama, kar je pa potrebno podkrepiti s statistično analizo linearne regresije. 
Vrednosti korelacijskih koeficientov r so v vseh primerih celic, ki smo jih stimulirali z 
ligandom Smart075, nižje od kritičnih vrednosti (preglednica 8) oz. so vrednosti P višje 
od 0,05 (preglednica 7), iz česar lahko razberemo, da so vrednosti korelacijskih faktorjev 
statistično neznačilno različni od 0. Še najbolj se korelacijski faktor približa kritični 
vrednosti v primeru celic 3T3-L1 WT, stimuliranih s 500 µM Smart075 (preglednica 8), 
vendar so v tem primeru rezultati vprašljivi in manj zanesljivi, saj je bilo število celic, ki 
smo jih imeli na voljo za analizo, nižje od 10. 




Vrednosti determinacijskih koeficientov r2 so bile v vseh primerih nizke in nakazujejo na 
to, da spreminjane odzivov celic 3T3-L1 po stimulaciji z ligandom Smart075 ni 
pojasnjeno s spreminjanjem ekspozicijskega časa ekscitacije fluorescence. Model ne 
pojasni variabilnosti spreminjanja odzivov celic na Smart075 z variiranjem 
ekspozicijskega časa. Tudi tukaj rezultati v primeru celic 3T3-L1 WT, stimuliranih z 500 
µM Smart075, izstopajo in je determinacijski koeficient nekoliko višji, kar lahko 
pripišemo prenizkemu številu celic, ki smo jih imeli na voljo za analizo. 
Statistični parametri kažejo, da zvišana razmerja mTFP/Venus niso odvisna od 
ekspozicijskega časa ekscitacije fluorescence. Model ni statistično signifikanten (nizek 
P) in ne pojasni variabilnosti (nizek determinacijski koeficient r2). V primeru celic 3T3-
L1 WT, ki smo jih stimulirali s 500 µM Smart075, so rezultati vprašljivi in manj zanesljivi 
zaradi prenizkega števila odzivnih celic. Sicer pa tudi v tem primeru rezultati kažejo na 










Osvetljenost celic je pri fluorescenčni mikroskopiji pomemben dejavnik, ki vpliva na 
kvaliteto rezultatov eksperimenta. Previsoka intenziteta svetlobe ter predolgi 
ekspozicijski časi ekscitacije fluorescence povzročajo negativne spremembe celic in tako 
motijo eksperiment. Po drugi strani pa prenizka intenziteta svetlobe ter prekratka časovna 
izpostavljenost celic na vzbujevalno svetlobo slabšata ločljivost rezultatov. Pri delu s 
fluorescenčno mikroskopijo celic moramo zato ubrati srednjo pot in izbirati take pogoje 
osvetlitve, da svetloba celicam ne škodi signifikantno ter da so dobljeni rezultati dovolj 
visoke ločljivosti. V naših eksperimentih smo celice ob isti intenziteti svetlobe 
osvetljevali z različnimi ekspozicijskimi časi. Rezultati kažejo na to, da izbrani 
ekspozicijski časi ne vplivajo signifikantno na meritve sprememb citosolnega L-laktata v 
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